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緒語
微生物定霊法の培養時間を短縮する方法には，Voigtら
のOchromonasによる生成"C02を測る方法1).Matsunaga 
らの固定乳酸菌による電位差法汽Itohらの中間培養した
対数期の乳酸菌を大量接種し，以下通常法と同じ原理で
アミノ酸を比濁法で定量する法3)4，Tannerらの乳酸菌の
増殖速度を測る法引などが報告されている。
著者らはItohらの方法を基礎として.Lactobacillus 
casezによる葉酸定量法の迅速化を研究した。しかし葉酸
定量法ではアミノ酸の場合と違って，中間培養時の葉酸
濃度が高い時は，菌体中に葉酸が蓄積して高盲験となり，
測定できないことがわかったので，葉酸濃度を制限した
培地で中間培養し，本培養時間を 4hまで短縮できた。こ
の時間を更に短縮するために，TTC(2， 3， 5-Triphenyl-
tetrazolium chloride)を本培養時に加えて，萄により還
元された赤色色素Triphenylformazanの生成引により，増
殖度差に対する比色計の読みの差の拡大を試みた。そし
て試料食品からコンジュガーゼ作用をさせないで拍出し
た避離型葉酸と，チキンパンクレアスコンジュガーゼ処
理をして抽出した総葉酸を，この迅速法と通常法で比較
定量し，分散分折により結果の信頼性を検討した。そし
て培養時聞を 3h程度まで短縮できることがわかったので
報告する。
実験材料と方法
'-使用菌株 :Lactobacillus casei ATCC7469を用い
た。
2 _培地と試薬:保存培地，接種用培地は日水製薬の
一般乳酸菌用培地を用いた。通常の微生物定量法の基礎
溶地は岩井らの共通培地ηをもとにし，この 2培濃度培地
100ml当りシスチン20mg，チロシン20mg，ノー リ ット処理
ペプトン50mgとアスコルビン酸200mgを加え， システイン
を除いたものを用いた。迅速法用の基礎培地はこの培地
を基本として，実験結果2に示すように改められたもの
を用いた。 TTCは和光純薬のものを使用の都度基礎培地
に溶かして用いた。
3.検液鋼製法:試料と した食品は大阪市内の市場で
購入し，内因性コンジュガーゼを不活化する著者らの方
法川こ従って遊離型並びに総葉酸検液を調製した。
4.微生物定量操作:通常の微生物定霊法の操作は既
報引のものと同じである。最終的にきめた迅速法の操作は
葉酸15ngを加えた50mlの迅速法用の基礎培地(以下迅速
用t岳地)に，通常法と同様に熔養した前培養の菌体を滅
菌生理食塩水で10培に希釈したものを 1滴接種し.3アC，
16h培養，遠沈，菌体を l回生理的食塩水(滅菌の必要は
ない)で洗糠し，その菌体を300mlの2倍濃度迅速用活地
に懸濁した。この時の接種菌霊は50mlの中間培養菌体が
最終的に600mlの繕地に接種されたことになるので1・12
として示す。この懸濁液を撹枠しながらその 2mlと数レ
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ベルに希釈した標準葉酸液または検液2凶を15X100mm試
験管に分注し，3アCの水浴中で4h培養したものをTTCを
用いない迅速法とした。一方3アCで同様に2-3h格養後，
迅速用培地1ml当りTTC1n涯をとかした液を 1凶づっ分
注し，更に 1-1.5h培養したものをTTC迅速法とした。こ
れらはいずれもSpectronic20(島津製作所)で，波長600
nmで比色した。これらの方法はまとめて図-1に示す。
5.微生物増殖度測定法:色の影響を除いて菌の増殖
度を測る目的ではコロナ濁度計UT-ll(コロナ電機)を
用いた。生菌数はコンラージ棒を用いる平板培養法叫によ
り，コロニ一生成単位CFUで示した。この際の平板場地
は保存用培地を用いた。
6.検;夜中葉殴濃度計算とjJ!IJ定結果の分散分折:葉酸
標準液及び検液は各3-6レベル，各レベル2本づっとし，
培養後測定した透光率(T%)をY，試験管当りの葉桜量
(ng)，又は検液量 (ml)をXとする。そして
Y=a+b logx 
の回帰係数bとその有意性，直線性(直線性が否定されな
いとと)，標準と検液の回帰め平行性(両者のbの一致性
が否定されないこと)と切片aを黒川らの最小二乗法によ
物 よ正予L
る平行線定量法の分散分折法11)1こ従って計算した。標準と
検液のbが危険率1%以下で有意であり，かつ平行性が危
険率5%でも否定されない時は，共通の回帰係数らを同氏
らの式川から求め，これと標準及び検液の切片，!a，taから
検液1ml当りの葉後濃度をantilog(，a-sa) /己の式によっ
て求めた。これらの計算式は表一 lに示す。なおこれらの
計算はシャープポケットコンピューターPC-1211によった。
実験結果
1 TTCを用いない迅速法の検討
1 中間培養の検討
1-1 中間培養に前培養菌体を大量接種する試み:
Itohらの方法制を参照して常法適り前繕養し，7 -16h培
養した対数期菌体を集めて，その培地の10f音量の接種用
培地もしくは基礎培地に懸濁して 2~3h中間培養し，そ
の菌体全部を中間活養と同量の2倍濃度基礎培地に懸濁
した。この 2m1と標準液2ml，もしくはこの1m1と 2倍
濃度基礎培地1mlに標準液2m1を合せたもので本培養を
した。 しかし標準の葉酸濃度が違っても増殖の差は認め
られなかった。これは中間培養の菌体中葉酸濃度が高<， 
表-1 Analysis of variance for microbioassay data 
x: Dose (ng of standard f01ic acid or m1 of test s01ution/tube) 
X: 10g x， Y: T(%) or OD， t: Y1 + Y2， k: number of 1eve1 
s: stndard， t: test 
S__ = nx， --2.0こX・)2/k， S"" =L:L:y;2 - (l:乞Y・)2/ 2k 2 yy 
Sxy =EI.Xi・Zi-:L Xi 'EZi/k 
2 SD =玄 Zi-/2- (LZi)~/2k ， VE = (Syy -SD)/k 
z 
Vreg=sreg=〔Sxy)/Sxx'vlin=(SD-vreg)/〔k- 2)
2 = (eS ・ S~ _ + ~S ・ S~o~)/(2ek + 2~k -4) yy s~reg t~yy t~reg 
b = Sxy/Sxx' a = (工Zi)/2k-b(:LXi)/k 
Y = a +b10g x 
Regression : Vreg/VE (f 1 = 1， f 2 = k) 
Linearity : V1in/VE (f 1 = k -2， f 2 = k) 
2 Paralle1ism: Lb -+b) ・5 ・S_jLS_"+ ~S_，，)/s t~) s~xx-t~xx' 's~xy' t~xy 
(f 1 = 1， f 2 = 2skt2tk -4) 
10g (ng)/m1 = (ta -sa) x (sSxx + tSxx)/(sSXY + tSxy) 
(2 ) 
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表-2 Folacin content in the bacterial cells 
Cu1ture medium lncubation time Tota1 fo1acin content in the ce11s 
Basa1 medium 17 h 0.19 ng/ce11s/m1 of broth 
(fo1ic acid 0.3 ng/m1) 
Inocu1um medium 21 h 
(tota1 fo1acin 74 ng/m1) 
36 ng/ce11s/m1 of broth 
それがそのまま本培養に持ちこまれた飲と思われたので，
接種用培地で培養した菌体，及びlml当り0.3ngの葉重量を
含む基礎培地に常法適り前培養から本菌を接種し，17h培
養した箇体中の総葉酸をL.caseiを用いる通常の微生物法
により定量した。その結果は表ー2に示すが，祭種用培地
で指養した場合，結養液1ml中の菌体に36ngの葉酸があ
り，中間培養で10倍にうすめても，その1mlの菌体中に
3.6ngの葉酸があるので.この 1ml分を本犠獲の試験管に
とった場合.中間培養中の損失を考慮しでも，通常の測
定上限すなわち試験管当り1.5-2 ngをこえており，測定
が不可能なことがわかった。一方基礎培地で繕養した時
は1ml当り0.19ngで，これを何倍かにうすめて用いるな
らば，菌体からの葉酸の持ちこみは特に問題はないと思
われたので，以後の実験では中間培養培地には葉酸を一
定量加えた基礎熔地を用い，前犠養からの倭種は通常の
微生物定量法と同じ割合，すなわち50ml当り 1: 10に生
理食塩水で希釈した懸濁液1滴を接種して中間続養した。
1-2 中間培養培地中の葉酸濃度:中間培養稽地中
の業駿濃度をかえ，それに応じて本溶養への接種菌量も
かえて実験した。その典型的な 1例を図-2に示す。この
場合中開港養時間を21hに固定したが，業酸0.5ngml-1で
は菌震が多くなったので.接種菌量は 1: 40，すなわち
5mlの中間培養菌体を2倍濃度基礎培地100mlに懸濁し
たものを用いたが，その他は 1: 16のものを用いた。そ
の結果葉酸0.3ngml-1のものが傾斜の強い標準幽線が得ら
れたので，以後中間培養培地の葉酸濃度は0.3ngml-1に閲
定した。
1-3 中間培養時間，接種菌室及び繕養温度:次項で
きめた迅速用培地を用い，対数期後期に当る13-16h中間
培養した菌体を使い.接種菌量 1: 8とし， 4 hの本培養
をしたが，この範囲の中間培養時間の差では結果に大差
なかったので.中間主音養時間は実験日程上便利な16hとし
た。次に接種菌量を 1: 8から 1: 16にかえ，他は同じ
条件で実験して得た標準曲線を図-3に示す。これから 1
12の場合が盲験もあまり高くなし傾斜も大きいのでる以
後援種菌盤は 1: 12を基準にした。この2倍濃度基礎借
地に懸濁した際の透光率は大体86-88%で，この範囲では
結果に大差なかったが.90%より商事い時は精殖が弱く，
85%より濃い時は高盲験になる傾向があったので，この
様な時は87%前後になるように調整した。
次に本培養温度を35，37， 39・Cとかえて比較したが，
常に3アCが埼殖もよく，傾斜も大きかった。
2 培地成分の検討
中間培養並びに本培養の縫地のpHを5.6-6.8とかえて
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標準幽線を比較したが，pH5.6では増殖が悪く，常法の6.8
よりは6.2-6.4が盲験が低い割に傾斜が大きかったので，
以後迅速用の基礎埼地はpH6.4とした。格地成分は通常法
のもので，本培養6hの標準幽線を図-4に示す。
次に基礎培地の全ての成分濃度を僧加し，或いは減少
して検討したが，大きく影響したのは酢酸ソーダと
Tween80のみであった。そこでこれらの2つの成分の濃
度を変えたものを組合せて繕地を作り，それらで標準幽
表-3 Effect of cornposition of basal rnediurn on 
standard line for rapid folacin assay 
Per 100 ml of basal medium Regression line 
Sodium acetate Tween 80 a ー b
2.0 g 0.100 g 
. 
68.0 13.3 
1.0 0.100 62.5 17.9 
0.5 0.100 62.5 19.5 
0.0 0.100 76.0 9.6 
2.0 0.050 64.3 16.2 
2.0 0.025 63.1 16.2 
2.0 0.010 62.5 18.2 
2.0 0.000 59.3 17.4 
1.0 0.025 52.4 24.5 
0.5 0.010 52.8 24.9 
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線を作った。本培養4hとした時の回帰係数と切片を表一3
に示す。この結果酢酸ソーダを通常法の~， Tween80を
X，もしくは前者をX，後者を1/10としたものの回帰係数
が最も大きかったが， Tween80をあまり減らした時の脂
肪酸による増殖阻害叫を考慮して，以後迅速周繕地は
pH6.4， 2倍濃度培地100ml中酢酸ソーダ1g， Tween80 
0.025gとした。なおこの表に示す切片aは葉酸1ngの時の
T%に相当する。
中間培養培地のpH，培地成分は本培養程の影響はなか
ったが，この迅速用培地の方が通常法の培地を用いた時
より鎗分よい結果を得る傾向があったので，便宜上中問
権獲にも迅速用指地を用いた。
n TTCを用いる迅速法の検討
3 TTC添加時期
TTCを本培養の始めに加えると，葉酸を入れてない盲
験でも強く着色するので回帰直線の傾斜がゆるくなり，
TTC添加の効果が減殺された。葉酸O及ぴ0.5ngを含む本
培養0-3hの各時期の試験管に，TTCO.4mgを加えて4h
まで培養し，波長550nrnで1h毎に比色した結果を図-5
に示す。この図から緒美4h自の葉酸Oと0.5ngの試駁管
内容の比色値の差は，培養1-3時間自にTTCを加えたも
のの方が，培養の始めに加えたものや，TTCを加えなか
ったものより大きいことがわかる。
4 TTC迅速法における測定
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表-4 Effect of wave.ength for colori01etry of the TTC rapid assay on standard line 
Wave Exp. 1 
* Analysis of variance 
Exp. 2 
nm a -b Reg. 
?? ????、 ???。????????。????? ??? ?、??? 、• ? ????????? ?• 《????《???????
Line b Line 
length Regression line 
Reg. 
500 18.3 16.9 
525 20.2 18.9 
550 23.2 22.0 
560 
570 
575 29.4 32.4 
580 
590 
600 40.3 29.1 
625 54.0 21.2 
3322 
568 
344 
264 
373 
358 
2.05 
0.896 
'Reg. : Regression (F(O.OOI)=27.78) 
Line : Linearity (F(O.05)ニ5.41)
TTC迅速法の比色では，赤色色素Triphenylfor01azan
の他に培地の色と細菌による混濁が加わるので，盲験が
低くて傾斜が大きく.li直線性のよい回帰を得るための
最適波長を検討した。結果は表-4に示すが.bは560-600
n01で大差なし a{1直からわかる様に波長が長い程盲験は
低くなり，直線性も575-600n01で否定されなかったので，
0.994 
1. 08 
1. 33 19.3 27.8 3129 5.3 
18.9 30.7 4823 6.4 
20.3 32.3 7013 10.5 
23‘2 32.5 2982 4.6 
28.1 3l. 5 2881 3.7 
32.2 30.7 733 2.6 
2.71 
通常法と同じ600n01で比色することとした。
主音養終了後に菌の増殖をとめるために加熱殺菌すると，
TTC法では一斉に赤色色素が生成するので，この殺菌は
不適当である。しかし培養終了後直ちに比色してから室
温(約250C)に20分放置し，再び測定しても始めの値と
殆んど変らなかったので，結養終了後の殺菌は不要なこ
( 5 ) 
? ， ?。 ， ?
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表一5 Storage test of the intennediate culture in refrigerator or ice bath 
storage condition 
Storage period days 0 
Refrigerator 1 ce bath 
Exp. 1 (3 hφTTC 1 mg / 1 h) 
Regression 1孟ne a 19.0 20.4 19.8 23.3 20.020.524.1 
b 37.5 36.7 34.5 38.0 37.3 35.5 44.1 
Estimated activity of spinach ~g/100 g 
Free folacin 53 52 53 61 57 54 62 
Exp. 2 (2 h + TTC 1 mg / 1 h) 
Regression line a 39.2 
33.1 b 
Estimated activity of chicken 1iver ドg/100g 
Free folacin 580 
1340 Tota1 fo1acin 
とを認めた。
5 中間培養の保存
中間地養を毎日準備するのは繁雑であるので.一定期
間保存の可能性を調べた。中間培養終了後直ちに測定し
た場合と，中間培養を遠沈することなくそのまま冷蔵庫
又は砕氷中に一定期間保存してから本培養して測定した
場合を比較した。結果は表ー5に示すが，冷蔵庫でも砕氷
中でも大差なく， 4日聞は保存できることがわかった。
それで例えば月曜と木曜に前溶獲を始め，ヲ|続いて中間
繕獲すれば，月曜から土曜まで連日測定が可能である。
なおGrossowiczらの前培養L.caseiを-18Tのグリセリ
Rapid method (3 h incubation) 
Co1orimetry Turbidimetry 
n Unit 
20 
? ?? ???
????
40 
o .5 o .5 
Fo1ic acid ng / tube 
40.1 
30.9 
45.2 49.3 
29.1 20.3 
590 
1430 
560 480 
1320 1140 
ン液中で6ヶ月にわたり保存できる方法1叫をこの中間溶養
に適用することを獄みた。しかしこの場合は誘導期が長
<，TTCを加えても本培養時間を5.5h以内に短縮するこ
とは困難であった。10日間保存後5.5h及び6h本培養して
ホウレンソウの遊離型と総葉酸を測ったが， 6hの場合は
通常法と変らない結果を得たので，この方法は今後検討
の余地があると恩われる。
6 TTCの本m地殖に対する影響
TTCがL.c，ωeiの噌殖に影響するかどうかを調べるため
に，迅速法の条件でTTCなしで3h培養した場合， TTC 
を始めから0.2mg加えて 3h培養した場合，TTCなしで2
Conventional method (18 h incubation) 
Colorimetry Turbidimetry 
n (4) Unit 
400 
(5) 
o .2 0.2 
図-6 Effect of TTC on the growth of L. casei 
(1) 2 h + TTC 1 mg/1 h incubation (2) TTC 0.2 mg/3 h incubation (3) 3 h incubation 
(4) 18 h incubation (5) TTC 0.2 mg/18 h incubation 
(6 ) 
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h培養後TTC1mgを加えて更に 1h，合計3h!音獲した場
合の3組の実験を行ない，600nmにおける比色と，色の影
響を除いて菌の鴻殖のみをみる目的で比濁計による比濁
をした。 一方通常法18h培養した場合と，借地を高圧滅菌
後メンプランフィルターを通してTTCを0.2mgづっ無菌添
加して遜常法18h培養した場合についても同様に比色と比
濁をした。これらの結果を図-6に示す。迅速法ではTTC
添加により吸光度は明らかに増大するが，濁度はTTCを
加えない場合と変らなかった。しかし通常法ではTTCを
加えても吸光度は殆んど変らず，濁度はむしろ滅少して
婚殖阻害が認められた。 TTCが還元されたFonnazanは
水にとけにくいので，迅速法で濁度が等しかったのはこ
の難溶性色索に起因する可能性もあるので，次に生菌数
を調べた。迅速法の条件でTTCなしで4h培養したものと，
2h後にTTC1n砲を加えて更に""2h，計 4h培養したもの，
並びに通常法の条件で21h縫養したものと，前回同様に
TTCを0.2mg無菌添加して21h培養した4組について生菌
数を求めた結果を図ー7に示す。通常法では明らかにTTC
による阻害が認められるが，迅速法では認められず，迅
速法の条件ではTTCは本菌の婚殖を阻害しないことが明
らかとなった。
E 各積微生物定量法の比較
7 分散分折による検討
通常法，TTCを加えない 4h培養迅速法，並びに今まで
の検討の結果から比較的良好と思われる 5つの条件での
TTC迅速法の 7つの方法で，数種食品から抽出した遊離
型と総葉酸検液について，各検液とも数回にわたって定
量した。その時の標準，遊離型及び総葉酸検液の回帰係
数bの平均値と標準偏差，並びに検液のbの標準のbに対す
る割合を表-6に示す。またこの際の各方法毎に，標準と
試料全てについて回帰がP<0.01で有意にならなかった例
数， P孟0.05でl直線性が否定された例数，Pミ0.05で標準
と試料の両回婦の平行性が否定された例数，並びに標準
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X 1081 Rapid .ethod Conventional ..ethod 
(18 h incubation) 
?
、 、
???
(4) 
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//{21 
(1) = 
o .1 1 0 .2 
Folic acid ng / tube 
図ー 7 Effect of TTC on the number of living cells of 
growing L. c.ωei 
(1) 2 h + TTC 1 mg/2 h incubation (2) 4 
h incubation (3) TTC 0.2 mg/21 h 
incubation (4) 21 h incubation 
とま式料の回帰のうち少なくとも一方が有意でなく ，また
は平行性が否定され，定量値を信頼できないと考えられ
る結*を得た例数を表ー 7に示す。TTCを猪獲の途中から
加えた場合のbは通常法のそれと同程度かそれ以上に大き
かった。また標準と試料のbの比が1.0からずれる程度は
TTCを用いる方法(3)，(7)のほか，通常法の遊離裂の場合
にも大きかった。通常法では回帰が有意にならない例は
なかったが，各種迅速法ではバラツキが多くて，有意と
いえない結果を得ることがあった。しかし直線からのハ
ズレは通常法よりも始めからTTCを加える方法(3)，(6)の
方が少なし平行性の否定は通常法が最も多くみられた。
そして分散分折的に信頼しうる結果は2h後にTTCを加え
る方法(5)，(7)で最も多く得られ，その他の方法も通常法
のそれと大差なかった。
表-6 Regression coefficient (b) obtained by some folacin microbioassay methods 
Method lncubation period TTC b Ratio 
No. Without TTC With TTC mg/tube Standard Free fo1acin Tota1 fo1acin Fr/St To/St 
Convent主ona1(21 h) 34.3 + 2.9 40.1 + 7.2 34.8 + 3.1 1.17 1.01 
4 h 。h 20.1 + 2.8 19.5 + 5.5 20.1 + 3.2 0.97 1.00 。 4 0.2 24.4 + 7.8 29.4 + 7.8 27.9 + 6.2 1. 20 1.14 
3 43.4 + 9.3 49.0 + 8.0 45.7 + 8.1 1.13 1.05 
z 1.5 44.9 + 8.9 46.1 + 5.0 43.0 + 7.8 1. 03 0.96 
6 。 0.4 19.5 + 2.9 19.2 + 5.4 20.0 + 6.9 0.98 1.05 
1 31.9φ7.4 36 .4 + 8. 7 37.3 +10.7 1.14 1.17 
(7 ) 
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表一7 lncidences of statistically insignificant regression， deviations from Iinearity and parallelism 
and invalid assay in food folacin microbioassay 
Method Insignificant Deviation from Deviation from lnva1id assay 
No. regresslon 1inearity paralle1ism 
(p < 0.01) も (p 主 0.05) 、 (p主 0.05) 、
1 0/108 14/108 
22/ 7z 22/ 7z 。 13 31 31 
3/ 57 13/ 57 7/ 38 13/ 38 
23 18 34 
3 4/ 30 
。/30 4/ 20 7/ 20 
13 。 20 35 
4 4/ 54 17/ 54 7/ 36 
11/ 36 
31 19 31 
。/37 11/ 37 5/ 30 5/ 30 。 30 17 17 
6 2/ 30 2/ 30 
5/ 20 6/ 20 
25 30 
1/ 85 14/ 85 11/ 62 11/ 62 
16 18 18 
8 食品中実測例
前項で行なった食品についての定:fil値のうち，分散分
析的に信頼しうると考えられる結果をまとめて表ー8に示
す。各食品ともA，B2試料について検液を調製した。
これらの値はいずれも少なくとも 3回の定量値の平均と
標準偏差である。ニンジンA総葉酸方法(7)については平行
性が慈し統計的に信頼しうる結果が得られなかったの
で，平行性の比較的よかった例の結果を参考までに示し
た。通常法の結果とt検定で有意に違ったのはホウレンソ
ウB遊離型葉酸の方法(5)のみであったが，どの結果にも若
干のバラツキがあり，平均値が通常法の他より10%以上大
なものはホウレンソウA総菜酸の方法(6)1例，通常法の値
の90%以下のものは遊離型ではキャベツBの方法(5)，ニン
ジンAの方法(7)，ホウレンソウBの方法(5)と(7)，総葉酸で
表-8 Statistically significant folacin activities in food by some microbioassay methods 
【μg/ 100 g) 
~!ethod No. 
Free fo1acin 
??
•• 
??
，?
???? 。。??
.• 
??
?
? ?
?
•. 
， 、
?
??
? ?? ??? ?
??
?
，
•• 
????
•
•• 
???
《?
?
?
?
?
??
???
?
?
??
••.
. 
???
?
。 。 ? ?
???????? ?
??
????
?
?? 」 」
?」
17.7・1.8
13.1φ 1.2 
18.2 + 1.5 
8.3 + 0.7 
7.1 + 1.1 
7.8 + 1.3 
12.9 + 1.6 13.6 + 0.9 
25.0 + 1.0 
? ?? ?
??
? ?
? ?
????
， 、??
??•• ?
?
? ??? ， ， 、
?
•. 
??
?
??
?
?
????
?
??
??
???
??
?
?
』
?、
? ?
、?
?
?
???
?
?
??
?』
13.2 + 0.2 
24.8 + 3.4 
140 + 6 
合
140 + 4 
152 ・9 139 + 4 
146 + 10 
?
? ，
•• 
???
• 
??
?
•. 
????? ???
?
?
• 
??
???
??
?
•• 
????
?
??
??
?
••  
? ??
????
?
?
??
???
..•  
?? ?
???
?????? ??、????
51.3 + 2.1 
57.0 +10.9 
84.7φ2.3 
食禽
(49.1 
44.7土 6.5)
60.3 + 1.1 51.9φ11.1 
36.7・4.6
83.3 + 9.4 
???????ー?
? ，? ， ?
?
。
? ?
???
?
?
?
?
?
? ?
?
•• 
????
??
?
? ?
?
?
??
????? 48.9 +11.0 
36.3 + 2.5 
245 + 16 
330 +24 
272 +54 217 + 9 
341 ・24
'/ t出 tPく0.05. ・nonsignificantin parallelism 
(8 ) 
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表-9 Comparative assay for food folacin by conventional and TTC rapid methods 
( J.lg / 100 g ) 
Free fo1acin Tota1 folacェn
Method No. 
Potato 6.4φ0.4 6.3 + 0.2 6.1・0.1 34.8 + 2.6 32.9 + 4.6 33.9 + 1.7 
Whi te rice 7.7 + 0.8 8.0 + 0.5 7.4 + 0.4 21.6 + 0.8 21.3 + 1.2 21.9 + 1.1 
Soybeans 44.0 + 2.6 47.5 + 1.9 231 + 9 227 + 7 
Milk * * 2.8 + 0.2 2.3 + 0.1 3.7 + 0.5 3.1 + 0.0 3.2 + 0.2 3.1 + 0.1 
Egg yolk 116 + 7 115 +11 112 +10 120 + 8 124φ12 122 + 7 .Pork 0.67+ 0.04 0.70+ 0.02 0.89+ 0.06 11.1 + 1.0 11.6 + 0.9 10.8 + 1.1 
'/ test p<O.05. “/ test p<O.OI 
はオレンジAの方法(2)と(4)，ホウレンソウAの方法(7)の7
例があった。しかし通常法の償より20%以上違った例は
なかった。
次にこれ以外の数種食品について通常法と 2種の迅速
法，すなわち方法(5)と(7)で遊離型及び総葉酸を定員した
結果を表-9に示す。いずれも数回の定盆値の平均値であ
るが，この場合は分散分析による検討はしていない。牛
乳，豚肉の遊離型葉酸の様に濃度の低い場合は通常法と
有意にちがう結果を得たが，それ以外に統計的に有意差
を示した例も，通常法の{直より10%以上違う債もなかっ
た。
考 察
血中葉般の迅速定量法としてはRadioassayが開発され
ており，食品中葉酸の定量にも微生物法より優れている
という報告もあるがl4)，Monoglutamylfolacin同族体に
対する反応がL.caseiの場合は比較的一定しているのに対
し， Radioassayでは一定しないというShaneらの研究も
あり 15)，Kleinも食品中葉酸の定量にRadioassayは問題が
あるとしており川，現状では食品中葉酸定量にRadioassav
を適用するのは無理と恩われる。比濁や滴定によらない
迅速微生物定髭法もいくつか報告されているが】門葉酸
についての適用例は見当らず，更に多数の同族体が混在
している食品中葉酸の定量にこれらの方法を適用するの
は今後の問題であろう。
接種菌震を多くして培養時間を短縮することを葉酸微
生物定量に適用した例と しては，前培養菌体を数ヶ月間
保存する目的で低温耐性L.caseiを用いたGrossowiczら
の30h以上かかった培養時間を13)18h程度にまで短縮し
Wilsonらの報告川があるが，それ以上短縮した例は見ら
れない。
Phillipsら18)は培地のpHが 6.8の時は Folicacidと5-
Formyltetrahydrofolic acidのL.caseiに対する反応は等
しいが，5-Methyltetrahydrofolic acidに対する反応はyz
程度であるのに反し，pH6.5より低い時は後者も前者と間
程度に反応すると報告している。今回の研究の大部分は
表-10 食品中葉酸測定値と文献値との比較 (μg/100g) 
遊 離 型 雪集 酸 総 雪量 酸
本 研 究 文 -献 {直 本 研 究 文 献 {直
通常法迅速法 Per10f fら2)回ロら23)通常法迅速法 Perloffら2)田口らi35
キ ャベツ 14. 20 l~ 18 33 40 54. 82 52-85 66 1 iO 
ニンジン 8.1，8.1 7.7-8.4 14 22 40. 48 38-51 32 67 
ホクレンJ? H沼.164 13&ー152 119 124 246.336 217-341 193 235 
オレンジ 13. 26 日子-25 32 26 56. 37 36-60 46 30 
ジャガイモ 6. 4 6.1-6.3 11 12 35 33-34 19 158 
白 米 7. 7 7φ-8.0 40 22 21-22 10 123 
ダイズ 44 48 77 231 227 171 
豚 肉 O. 7 0.7-0.9 3 2.6 1 1 - 12 8 105 
牛 手L 2.8 2.3-3.7 5 8.0 3.1 3.1-3.2 5 64 。H 黄 116 12-115 121 140 12u 122一124 152 167 
(9 ) 
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この論文に接する前に行なったものであるが，通常法に
比し，迅速法の方が標準と検液の平行性が優れているの
は，迅速法にpH6.4の培地を使ったことも原因していると
思われる。
Tennantは問Tween80がオレイン酸による本菌の増殖
阻害を回復し，誘導期を短縮できると報告しているが，
そのTween80の基礎繕地への添加量は著者らの迅速用培
地への添加重より少なしこの培地にしたためのオレイ
ン酸による阻害を考慮する必要はないであろう。実際ダ
イズの様にオレイン酸の多い試料でも表ー9に示すように，
TTC法と通常法で殆んど同じ結果を得ている。
TTCを微生物定量に応用した例としては，葉酸では
LeemingらのL.casωを用いる Bioautographyへの応
用19h比色法ではAndersonらのTetrahymenaを用いる蛋
白栄養価やアミノ酸分析への適用加などがあるが，いずれ
も定量菌の噌殖に対する影響まではみていない。著者ら
はTTCがこの迅速法の条件下では増殖に影響しないこと
を認めたが，迅速法で4h培養の時は表-6， 7， 8の方
法(2)，(3)， (4)を比較してもわかる様に必らずしもTTC添
加の必要はない様である。しかし培養3hの時は図ー5か
らもわかる様にTTCを加えないと正確な測定は困難であ
った。またTTCを始めから加えると高官験となり，回帰
係数は低くなったが， 3h培養の方法(6)のbが，表-6に示
す様にTTCに加えない 4h培養のそれと同程度であり，こ
の方法(6)はもっと検討の余地はあると恩われる。
本迅速法は大量接種，短時間培養のため，本培養時の
滅菌は不要と考えて省いたが，そのための事故はなかっ
た。むしろ滅菌にともなう試料成分の破懐の恐れのない
利点があり，葉酸以外にも熱不安定成分定量への応用が
考えられる。またこの滅菌操作がないので，中間培養菌
体を迅速用培地に均一に懸濁し，これを携枠しながら自
動ピペットで培養試験管に分注できるので，試験管毎の
接種菌盤の変動が駒込ピペット等で一滴づっ接種する場
合より少ない利点もある。
比色とその後の計算に際し，縦軸には透光率と吸光度，
横車自には真数と常用対数の4通りの組合せで回帰の直線
性を調べた。その結果TTCを用いる場合も用いない場合
も透光率一常用対数の組合せが直線になる範囲が広い織
なのでこれを採用したが，それでもS字状になる例があっ
た。グラフから求める場合はそれでもよいが，今回の様
に標準，試料とも直線回帰で，旦平行という前提で計算
によって検液中の含量を求める時は，直線からはずれた
l端，もしくは両端の測定値を省くか，文はlogit変換に
よって刊直線にすることができる。なお表ー7の直線性か
らはずれる確率はlogit変換する前の値である。またグラ
物
? ? ?
フ法と表ー|に示す計算機による方法では，結果はほぼ一
致するが，その必要時間は計算機による方がはるかに短
かかっfこ。
次に今回の測定値とPerloffらが既報のL.casei法による
文献値を集めた表2ヘ及び田口らのL.明白による測定値制
とを比較して表 1ー0に示す。総葉酸では田口らの値に 2，
3の高い値があるが， Perloffらの表の債とは比較的近い
値である。遊離型葉酸には文献値より低いものが多いが，
これは著者らが内因性コンジュガーゼを失活して抽出し
たために，抽出過程で結合型が分解して遊離型を生成す
ることがなかった放と考えられ，著者らの値の方が真値
に近いであろう。
要 約
L.ωseiによる葉酸の微生物定量法の培養時間を短縮
するために，前培養と本培養の聞に葉酸濃度を制限した
培地で中間培養を行ない，その対数期の菌を大量接種す
る方法を基礎として検討し，以下の結果を得た。
1 基礎培地は酢酸ソーダとTween80の濃度を 2倍濃
度借地100ml当りそれぞれ2g， 50mgに減らし， pHは6.4
とするのがよかった。
2 中間培養培地の葉駿濃度はO.3ngml-1とし，37'C，
16h中間培養した洗糠菌体を，中間培養培地の6イ音量の2
倍濃度基礎培地に懸濁し，その 2mlと領土襲もしくは検液
2mlを試験管に分注し， 3アC，4 h本培養するこのとによ
り，測定が可能であった。
3 中間培養は矯養終了後4日間は冷蔵庫で保存でき
T> 凡。
4 本培養時にTTCを加えると，菌の糟殖と同時にそ
の還元により生成する赤色色素により，葉酸濃度差によ
る比色{直差が拡大され，本培養を 3hにまで短縮できた。
この際の測定には波長600nmで透光率を読むのが適当であ
った。
5 TTCを本場養の始めから加えると盲験が高くなる
傾向があり， 2 h培養後試験管当り 1mgのTTCを1mlの基
礎培地にとかして加え，更に 1h培養するのがよかった。
しかし本培養の始めから試験管当りO.4mgのTTCを加えて
3h培養しでも測定が可能であった。
6 通常の微とと物定1立法の条件でTTCを加えると，
TTCは本菌の生長を阻害したが，大量接種，短時間培養
のこの迅速法の条件下では生長阻害を認めなかった。
7 TTCを加えない 4h培養迅速法， TTCを培養の始
め，も しくは 2-3h後に加える 3-4h培養TTC法と通常
のL.casei法により，食品中遊離型葉酸，総菜酸を比較定
量した。測定値は最小二乗法による平行線定量法の分散
(10) 
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分析によって，回帰が有意で，標準と検液の回帰直線の
平行性が否定されない時は共通の回帰係数を求めて，検
液中葉酸濃度を計算した。その結果これらの迅速法では
バラツキが多いために回帰が有意でない例も若干みられ
たが，回帰直線の平行性では通常法より優れており，分
散分析的には全体として迅速法は通常法より劣ることは
なかった。また定抵結果も含量が非常に低くて精度が劣
る一部食品中遊離型葉酸を除いて，迅速法と通常法の結
果は比較的よく一致した。
実験の一部に協力した本学部学生安喜秀己，起因昌代，
都築敦子の諸君に謝意を表する。
本研究費の一部は昭和54年度文部省科学研究費補助金
(458029)によった。
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Summary 
Shortening of the incubation period in folacin microbioassay by heavy inoculation of Lactobacilus casei and 
addition of TTC (2， 3， 5パrimethyltetrazoliumchloride) to assay culture is described. Concentrations of sodium 
acetate and tween 80 in double strength basal medium are 2 g and 50 mg per 100 ml respectively， and they are 
correspond to half and a quarter of ordinary concentrations. The medium is adjusted to pH 6.4 instead of ordinary 
6.8. An intermediate culture is introduced between inoculum and aぉaycultures for heavy inoculation. It is 
incubated for 16 h at 3アCin 50 ml of the basal medium containing 15 ng of folic acid， and is storable for 4 days in 
refrigerator. Centrifuged and washed bacteria of the intermediate culture are suspended into 300 ml of the double 
strength basal medium. Sterilization of the assay culture medium is unnecessary because the assay culture is 
heavyly inoculated and incubated for short time. Two ml of the suspension and 2 ml of standard foJic acid or test 
solution are distributed into test tubes. For rapid assay without TTC， after 4 h incubation of these tubes at 37・C，
????
28 食 物 学
transmittance of the culture is measured. For TTC.rapid assay， 1 mg of TTC dissolved in 1 ml of the basal medium 
is added into these tubes after 2 h incubation. The incubation continued for 1 h moreover， then transmittance of 
the culture is measured at 600 nm. 
Addition of TTC at start of assay culture resulted in high blank for relatively intense reduction of TTC in folacin 
free tube. However it was stil possible to assay by adding 0.4 mg of TTC per tube at the beginning of 3 h aぉay
culture. It was observed that TTC does not inhibit the growth of the bacteria under the TTC・rapidassay condition. 
Free and total folacin contents in some foods were determined by the conventional and these rapid methods. Most 
of values obtained with the rapid assay were not different significantly from those with the conventional assay by 
t test. Slope of regression line of TTC.rapid assay is similar to that of conventional assay except the case added 
TTC at beginning of assay culture. According to analysis of variance for parallelline assay method， assay validity 
of the rapid method was comparable to that of the conventional method as a whole， though regression in the 
conventional method and parallelism in the rapid method were superior to those of the other method respectively. 
(12) 
